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(57) Abstract: The invention relates to a disposable bio-sensor, comprising a support material (I), upon which electrical conduc- 
tors (2) and an electrode system, comprising a counter electrode (6) and a working electrode (5) formed from a reaction layer are 
deposited, a dielectric insulating layer (3), covering the support material (1) and the electrical conductors (2), recesses for forming 
contacts (4) for a potentiostat unit and the electrode system and a bio-component for recognition of the analyte. The reaction layer 
ol said disposable bio-sensor comprises a lightly subliming electron-transfer mediator along with an electron-conducting material 
The electrode system of saad bio-sensor is covered by a polymeric protective coat (8). The invention further relates to a method for 
the determination of anajytes in a fluid sample, by means of the said bio-sensor, the use of lightly subliming compounds as elec- 
tron-transfer mediators in an electrochemical sensor for the transfer of electrons from an enzyme to an electron conducting material 
and the use of said bio-sensors for the determination of analyte concentrations in body or sample fluids. 

(57) Zusammenfassung: Die ErGndung betrifft einen Einwegbiosensor umfassend einTragermaterial (1), auf dem elektrische Lei- 
terbannen (2) sowie e,n Elektrodensytem umfassend eine Gegenelektrode (6) und eine aus einer Reaktionsschicht gebildete Arbeit- 
selektrode (5) aufgebracht sind, eine dielektrische Isolatorschicht (3), welche das Tragermaterial (1) sowie die elektrischen 
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BESCHREIBUNG 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Einwegbiosensor umfassend ein 
Tragermaterial, elektrische Leiterbahnen, ein Elektrodensystem umfassend eine 
Gegenelektrode und eine aus einer Reaktionsschicht gebildete Arbeitselektrode, eine 
dielektrische Isolatorschicht, welche das Tragermaterial sowie die elektrischen 

10 Leiterbahnen bedeckt und Aussparungen fQr die Kontaktierung einer 
Potentiostateinheit und . fOr das Elektrodensystem aufweist, sowie eine 
analyterkennende Biokomponente. Die Erfindung betrifft auBerdem Verfahren zur 
Bestimmung von Analyten^ in einer flQssigen Probe unter Verwendung der 
erfindungsgemafien Einwegbiosensoren, die Verwendung leicht sublimierender 

15 Verbindungen als Elektronentransfermediatoren eines elektrochemischen Sensors 
zur Uberfuhrung von Elektronen von einem Enzym zu einem elektronenleitenden 
Material, sowie die Verwendung der erfindungsgemafSen Einwegbiosensoren zur 
Bestimmung von Analytkonzentrationen in Korper- oder Probenflussigkeiten. 

20 Elektrochemische Detektionssysteme auf der Basis mediatormodifizierter 
Biosensoren zur spezifischen quantitativen Bestimmung eines Analyten in einer 
flussigen Probe sind in der Literatur und in vielen Patenten bereits ausfuhrlich 
beschrieben worden (zum Beispiel in der EP 0 552 223, US 5,288,636, US 
4,711,245). Dabei handelt es sich zumeist urn Biosensoren fur Analyte, die durch 

25 Enzyme der Klasse der Oxidoreduktasen spezifisch umgesetzt werden konnen 
(Laktat, Cholesterol, Ethanol, Wasserstoffperoxid, Harnsaure usw.). Teilweise sind 
mediatorrnodifizierte Biosensoren bereits als kommerzielle Produkte erhaitlich. Das 
bekannteste Beispiel eines solchen Biosensors ist der Glukosebiosensor, der in der 
medizinischen Diagnostik von Diabetikem genutzt wird, um Glukosekonzentrationen 

30 im Vollblut zu bestimmen. Das Detektionsprinzp eines mediatormodiftzierten 
Biosensors ist zum Beispiel in der EP 0 552 223 fur einen Glukosebiosensor 
beschrieben. 
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Das in einen, G.kosebkrseneor v—-* Bnzyn, is, * «*— 
D ia GOD baste, eine prosthetisohe Gruppe in Form eines """" 
(FAD) und karaiysied dfe Reaklion der Glukose zu Giukonotakton game* 

Gleichung (I): 



(I) 



Glukose + GOD-FAD o Glukonolakton + GOD-FADH2 
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Grundsatzlich isl es nun mogliob. in einer weKeren RedoK-Reaklion das reduzierte 
"OD-FADH,, n* Sauerston m zu GOD-FAD unter B»dung « 
wTarsUeroxid OtfU gen** G,e«rung (,,, zu oxid.ran und 
dU rch d,a Besbmmung dar Waseers.onperoxid.Kor.en.ra.™ m,tta,a e,ner 
MMM. die GiukosekonzenbeUon in dar Probe direk. zu em**. 



(Ha) 



GOD-FADH2 + 0 3 o GOD-FAD + HiOi 



,„ aan maisten AusfOhrungen das Glukosebiosensors wird jedocb a,n 
12 enOoerfragender Mediator venvendet, u m die GU—ge „ der Praba » 
Dieser Mediator in einem zweden Raa k «onsscbn« daa Enzym, 
so dass dieaes for dia Reaklion (l) wieder zur VarfOgung ataht: 

20 . (lib) GOD-FADH2 + MED ra «> GOD-FAD + MEDtea 

„a Gk.kosakonzanbB.on in dar Proba Ml sich nun bas«mman. indam rnan in einer 
. Masauna den reduzierten Mediator (MED,*,) an der 

2S ZZZ^ ZZL* Wiedar ox W ,er, u. dan dabai Sendee SUom 
quant'ifiziert: 

(III) MED r ed<=>MEDo X + e' 

, . m diese Reaktion ablaufen zu .assen. benotigt man eine Potentiostateinheit, die ein 
30 "^SZ^ ~* und den fliefcenden 3,0. ■* Der 3,0. 1st dabe, 
proportional zur Konzentration der Glukose in der Probe. 
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Das Detektionsprinzip eines mediatormodifizierten Biosensors hat gegenOber der 
direkten Quantifizierung des Wasserstoffperoxids an einer Platinelektrode den 
Vorteil, dass bei einem niedrigen Arbeitspotential (0-350 mV vs. Ag/AgCI) gearbeitet 
werden kann. Dies dient der Verminderung, im Idealfall sogar der Vermeidung von 
5 storenden Interferenzen, die durch die Oxidation von Begleitsubstanzen entstehen 
konnen (Storsubstanzen im Blut sind beispielsweise Ascorbinsaure, Harnsaure, oder 
Paracetamol). 

Eine weitere Moglichkeit, modifizierte Biosensoren zu nutzen, besteht darin, Analyte, 
10 die sich spezifisch in einem enzymmarkierten Assay einbinden lassen, zu 
quantifizieren. Dazu wird der Analyt spezifisch an ein auf der Oberfiache des 
Sensors immobilisiertes Fangermolekul (analyterkennende Biokomponente) 
gebunden. An diesen Komplex aus FangermolekQI und Analyt wird wiederum ein mit 
einem Enzym gelabeltes Molekul gekoppelt. Die Konzentration des eingebundenen 
is Analyten lalit sich bestimmen, indem man die Enzymmenge, die uber den Assay an 
der Oberfiache des Biosensors immobilisiert ist, quantifiziert. Dies erfolgt durch 
Zugabe einer definierten Konzentration eines Substrates, welches durch das Enzym 
umgesetzt wird. Der Mediator des Biosensors regeneriert das an den Assay 
gebundene Enzym entsprechend Gleichung (lib). Die Detektionsreaktion ist 
20 wiederum die Oxidation bzw. Reduktion des Mediators an der BiosensoroberflSche 
(siehe Gleichung III). Der dabei zu messende Strom ist proportional zur gelabelten 
Enzymmenge und damit auch proportional zur im Assay gebundenen Analytmenge. 
Dieses Sensorprinzip wird beispielsweise in der Immunosensorik oder der DNA- 
Analytik angewendet 

25 

Verbindungen, die als Mediatoren in den Biosensoren eingesetzt werden, sollten sich 
dadurch auszeichnen, dass sie ein niedriges Redoxpotential aufweisen, dass sie 
hohe Umsetzungsraten mit dem Enzym erreichen, dass sie im reduzierten Zustand 
nicht leicht loslich sind und dass sie stabil und inert gegenOber anderen 
30 Begleitsubstanzen sind. In der Literatur und in zahireichen Patenten sind viele 
Verbindungen publiziert, die sich als Mediatoren in Biosensoren einsetzen lassen. 
Eine grofle Gruppe von Mediatoren stellen metallorganische Verbindungen dar. 
Beispiele dafOr sind Ferrocen-Derivate (Britisches Patent 8132034, US 4,711,245), 
Obergangsmetallkomplexe (US 5,710,011), z. B. Kaliumhexacyanoferrat (US 
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ihre gu ,e MM -Wasser. Diese M » da -d. ^ ^ 

aufgmnd einer Abnahme Mediatoren mil 

and as ». «*. ~ ^ ^ ,„,, „ 

B eg,ei.subs<anzen. die vor aKen, be, der Ana>yse o ^ P VerblnduI ^,, 
— n— Neb—n k on™en Ha Vorte « ^ 
die eiaa geringere LdsllchkeH auf»a«en und auch n 
i Begleitsubstanzen wechselwirken. 

(TTF). Tebacyanoqu.nodimethan CFC , _ d ^ 

phot osensonschen *»*^ „ peseta. Zu nannen 

aus und «artan daher hauflg als Median ^^.^xysthylVP- 

phenylendiamin (THEPD) und 1WN .« en , 2 ,5. D ieth,l- 

(TCPO) (US 5,60,749, so** <^^Zl^^^ 
^^(dimethylam^benzen^ ^ Qe ^ de3 

jo Phenylendiamms (PPD). das, we USSR 45 

eb en,a„s gu.e ^'^^J^ZL™ -*» slab * 

r t — «* — — ve,bindun9en bes 
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jedoch darin. dass sie einen verhaltnismaftig hohen Dampfdruck besitzen. Dies fuhrt 
dazu, dass der Mediator, nachdem er auf das Substrat des Biosensors aufgetragen 
wurde, sich im Laufe der Zeit verflQchtigt und so die Sensitivitat des Biosensors bei 
einer langeren Lagerung abnimmt. Probtematisch ist des Weiteren die Tatsache, 
dass die Derivate des PPDs aufgrund einer wenn auch im Vergleich zu den 
metallorganischen Mediatoren geringen Loslichkeit in Wasser bei einem Kontakt mit 
der wassrigen ProbenflGssigkeit aus dem Elektrodenraum herausdiffundieren und 
folglich durch die Abnahme der Mediatorkonzentration eine geringere Sensitivitat des 
Biosensors beobachtet wird. 

Die der vorliegenden Anmeldung zugrunde liegende Aufgabe bestand demnach in 
der Entwicklung eines mediatormodifizierten Biosensors, der trotz der Verwendung 
leicht sublimierender Verbindungen als Mediatoren die oben genannten Nachteile 
eines Sensitivitatsvertustes aufgrund einer langeren Lagerung Oder als Folge des 
Kontaktes mit der ProbenfiQssigkeit nicht aufweist. 

Die Aufgabe wurde erfindungsgemaft dadurch gelost, dass in einem Biosensor der 
eingangs genannten Art das Elektrodensystem mit einer polymeren Schutzschicht 
versehen wurde. Durch diese Schutzschicht lalit sich nicht nur die Sensitivitat des 
Biosensors steigern, indem die Schutzschicht den Mediator, der sich aus der 
Elektrode last, in Elektrodennahe halt, sondern vor allem auch eine deutliche 
Verbesserung der Langzeitstabilitat des Biosensors trotz der Verwendung leicht 
sublimierender Mediatoren erzielen. Dies ist vor allem darauf zuruckzufuhren, dass 
die polymere Schutzschicht der Verdampfung des Mediators entgegenwirkt. Auch 
lafit sich durch die Wirkung dieser polymeren Schutzschicht als Diffusionsbarriere 
der lineare MeBbereich des Biosensors verlangem. 

Viele in Publikationen und Patenten vorgestellte Biosensoren sind aus den 
unterschiedlichsten Grunden mit polymeren Schichteh versehen worden. So werden 
beispielsweise polymere Membranen verwendet, urn die Enzyme, auf der 
Sensoroberflache zu immobilisieren (EP 0 851 244, EP 0 894 869, EP 0 856 586, EP 
0 909 952). In anderen Anwendungen wird mit Hilfe eines Polymers eine sogenannte 
Reaktionsschicht uber der Arbeitselektrode aufgebaut, die sowohl den Mediator als 
auch das Enzvm enthalt (Patente der Matsushita Electric Ind. Co. LTD. JP. z.B.: US 
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5 192 415 EP 0 901 018, WO 9835225). Polymere Schichten kannen darOber 
hinaus dazu dienen. Interferenzen durch Storsubslanzen zu vemreiden Oder *e 
Sensoroberflacbe vor Konlaminaltonen zu scnuten (lalzlaras is. besonders be, 
Mehrwagblosansoran dnd der Enlwicklung von in wvo Sansoran von grower 
Bedeutung). Nalionscbicnten warden hauflg verwandal. um Intarlarenzen durch 
■Z «1 8— * B- Asoo-bal, zu verdngem (US 5,12 590 Bne 
Sobiob. aus Poryaorylamid kann dazu dienen. den EM* das Hamaloonl e,ner 
bcnicraau , i „. rpHnTipren (EP 0 769 558). Letztendlich lassen 

Blutprobe auf das Sensorsignal zu reduzieren (tt- u <os i 
sicb polymara Scbicblen auob dazu nulzen. e!ne PaseMerungsschicht zu erzeugan 
r^U*. BMungan an der Sensoreiekbode verninded ,DE 198 06 642). 
Die Verwendung ainar polymeren Schutad** zur Verhindenung das Verdamplans 
ernes leich. subiimierenden Mediators und son* auch zur Verbesserung de 
L a„gzei1s«ab« von Biosensoren is. ningegen bisbar in der Utoralur nocb n,obt 
beschrieben worden. 

Die Gegensland der vodiagenden Ertndung belrtm einen Einwegbiosensor 
umlassend ein Tragermaledal. eiekbiscbe Leiterbabnen, ein Eiektrodensystom 
OS eine Gegeneiekbode und e,ne aus einer Raakltonsacbicb, gablidele 
Lnaeiekuode, eine dieieklnscne isoialorscbicb.. weiche das Tragermalenai sow,e 
. die eleven Lailerbabnen bedeck, und Aussparungen «r die Kontokben.ng mm 
Po«en(ios1a.einne« und (Or das Elekbodensyslem «• 
enaiylerkennende Biokomponenle. Der edlndungsgema* Einwagb,osensor a 
JL gekennzeiobne.. dass die Reaktascbich, einen mH — «*" 
Mediator entball und dass das Eiekbcdensyslenr von einer poiymeren Schutzsclucnl 
25 bedeck. 1st Der enlndungsgemsae Einwegbtosensor wird in der Fonn anee Chips 
herein und in Kombinaton rt ainar Polenltoslaleinhei, angewendet Er ,en1 zu 
schnellen Vor-Or.-Quan«ziarung von Analytkonzentratonen in FKMigtatfn. D.e 
^baren Anaiyle sind Subsfcnzen, die sic, speech durcb Oxktoredukfcsen 
ulfcen Oder s to h in einen, enzy^arfdenen imnruno- Oder Rezeptorassa 
30 einbinden lassen. Die Quantinziarung erfolgt amperometnsch odar 
zyklovoltametrisch. 

Der Aulbau ainar der bavorzugtan Ausluhmngsfonnen des emndungsgematen 
Biosensors ist als Baispia, in der Abbiklung 1 dargestailt. Der Biosensor umfail. e,n 
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Tragermaterial (1), auf dem nacheinander elektrische Leiterbahnen (2), eine 
Isolatorschicht (3), ein Elektrodensystem umfassend eine Gegenelektrode (6) und 
eine Arbeitselektrode (5), sowie eine das Elektrodensystem bedeckende polymere 
Schutzschicht (8) vorzugsweise durch Masken- Oder Siebdruck aufgebracht worden 
sind, sowie eine analyterkennende Biokomponente. Die Arbeitselektrode (5) wird aus 
einer einen leicht subiimierenden Mediator sowie ein elektronenleitendes Material 
enthaltenden Reaktionsschicht gebildet. Die Leiterbahnen dienen dazu, die 
jeweiligen Elektroden mit den Anschlulipunkten (4), Qber die der Biosensor mit der 
Potentiostateinheit kontaktiert wird, zu verbinden. Die Isolatorschicht (3) bedeckt die 
Leiterbahnen und weist Aussparungen fur die AnschluRpunkte (4) und sowie fur das 
Elektrodensystem auf und dient der Verhinderung von parasitaren Stromen. In der in 
dieser Abbildung 1 dargestellten bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemalSen Einwegbiosensors umfalit das Elektrodensystem neben der 
Gegenelektrode (6) und der Arbeitselektrode (5) noch eine Referenzelektrode (7). 
Durch die Verwendung dieser Referenzelektrode kann eine deutliche Verbesserung 
der MeBgenauigkeit erzielt werden. 

Die Leiterbahnen (2) bestehen aus einer als wesentliche Bestandteile Kohlenstoff-, 
Silber-, Platin- oder Goldpartikel enthaltenden Polymerpaste. Die Leiterbahnen (2) 
werden vorzugsweise durch Sieb- oder Maskendruck auf das Tragermaterial (1) 
aufgebracht und anschlie&end ausgehartet. 

Das zur Herstellung der Einwegbiosensoren verwendete Tragermaterial (1) besteht 
bevorzugt aus Polycarbonat, Polyvinylchlorid (PVC), Polyethylenterephtalat (PET), 
Polypropylen, Polyester oder Polystyrol. 

Zur Herstellung der Gegenelektrode (6) und der Referenzelektrode (7) wird 
bevorzugt eine Silberpartikel- und Silberchlorid-haltige Leitpaste, der ein leicht 
losliches Chloridsalz (z. B. Natriumchlorid oder Kaliumchlorid) zugesetzt worden ist, 
verwendet. Die Gegenelektrode (6) und die Referenzelektrode (7) werden 
vorzugsweise durch Sieb- oder Maskendruck auf das Tragermaterial (1) aufgebracht 
und anschlieliend ausgehartet 



10 



PCT/EP01/07626 

WO 02/02796 

Die Reaktionschicht, aus der die Arbeitselektrode (5) gebildet worden ist, enthalt 
neben dem leicht sublimierenden Elektronentransfermediator ein elektronenleitendes 
Material, welches aus einer als wesentliche Bestandteile Kohlenstoff, Platon, 
Palladium, Rhodium- oder Goldpartike. enthaitenden, aushartbaren Polymerpaste 
besteht. Die Reaktionsschicht wird vorzugsweise durch Sieb- oder Maskendruck auf 
das Tragermaterial (1) aufgebracht und anschlieliend ausgehartet. 

Bei den in der vorliegenden Erfindung verwendeten leicht sublimierenden Mediatoren 
handelt es sich urn Verbindungen, die einen Dampfdruck von mindestens 1-10 
mmHg bei 25°C aufweisen. Die Mediatoren besitzen vorzugsweise die in der 
Abbildung 2 dargestellte Stmktur. in der die Reste R\ R 2 . R 3 und R 4 gleich oder 
verschieden sein k6nnen und ein Wasserstoffatom. einen CCo-Alkylrest, bevorzugt 
einen CVCs-Alkylrest, oder einen Arylrest darstellen. Bevorzugte Mediatoren s,nd p- 
Aminodiphenylamin, P -Pheny.endiamin oder N,N.N-.N'-Tetramethy.- P - 
is phenylendiamin. 

Eine den Mediator stabilisierende hydrophile Schutzschicht (8) in Form eines 
polymeren Hydrogels, die der Verdampfung des Elektronentransfermediators 
entgegenwirkt und gleichzeitig die Sensitivitat des Biosensors erhoht und als 
Diffusionsbarriere fungiert. bedeckt das vollstandige Elektrodensystem. D,e 
vorzugsweise sieb- oder maskengedruckte polymere Schutzschicht (8) besteht ,m 
wesentiichen aus einem Hydrogel aus Polyvinylpyrrolidon (PVP). Polyethylenoxid 
(PEO) 5 Starke oder Gelatine. 

Als analyterkennende Biokomponente kann ein Enzym, ein DNA-MolekOI, ein 
Fanger-Antik6rper oder ein Rezeptor-MolekOl fungieren. Als Enzym wird bevorzugt 
eine Oxidoreduktase, eine Dehydrogenase, eine p-Ga.aktosidase oder erne 
alkalische Phosphatase verwendet. Besonders bevorzugte Enzyme s.nd 
Glukoseoxidase (GOD). Laktatoxidase (LOD). Uncase. Ascorbatoxidase. 
Ethanoloxidase, Cholesteroloxidase oder Peroxidase (POD). 

,n der in der Abbildung 1 dargestellten bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemafien Biosensors ist des Weiteren uber dem Elektrodensystem des 
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Biosensors ein Kunststoffgewebe (9) mrt einem einseitig klebenden Tape (10) 
befestigt. Das einseitig klebende Tape (10) weist eine Aussparung auf, in welche die 
flussige Probe gebracht werden kann, so dass die Probe uber das Kunststoffgewebe 
(9) die Bektroden, welche durch die Potentiostateinheit mit einer Meftspannung 
5 versorgt werden, kontaktiert. Dieses Gewebe dient jedoch nicht nur der schnellen 
und gleichmafligen Verteilung der Probe Ober den Elektroden, sondern auch zum 
dem Schutz der Biosensoroberflache vor Zerstorung oder Kontamination, die 
beispielsweise auftreten konnen, wenn als Probe Kapillarblut mit dem Finger 
aufgetragen wird. Das Kunststoffgewebe (9) besteht bevorzugt aus einem 
. 10 Polyethylen-, Polypropylen- oder Polyamidnetz, wahrend das Tape (10) aus einer 
einseitig klebenden Polyester-, PVC- oder Papierklebefolie besteht. 

Je nach Lokalisation der analyterkennenden Biokomponente und nach Struktur der 
Reaktionschicht konnen grundsatzlich funf verschiedene Ausfuhrungsformen des 
15 erfindungsgemafcen Biosensors unterschieden werden. 

In einer ersten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen Biosensors besteht die 
Reaktionsschicht aus einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenleitende 
Polymerpaste, den leicht sublimierenden Mediator sowie die analyterkennende 
Biokomponente. 

2. In einer zweiten Ausfuhrungsform des erfindungsgema&en Biosensors besteht 
die Reaktionsschicht aus einer einzigen Schicht enthaltend die 
elektronenleitende Polymerpaste und den leicht sublimierenden Mediator. In 

25 dieser Ausfuhrungsform ist die analyterkennende Biokomponente jedoch in der 
polymeren Schutzschicht (8) lokalisiert. 

3. In einer dritten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalSen Biosensors besteht die 
Reaktionsschicht aus zwei Schichten, wobei die erste Schicht aus der 

30 elektronenleitenden Polymerpaste sowie dem leicht sublimierenden Mediator 
gebildet wird und von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht bedeckt 
ist, die ais TrSger der analyterkennenden Biokomponente fungiert. 
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,„ einer vieden Aas.Obrungs.on* des emndungsgenrmen 
Reaklionsschicm sbenfalls aas z»ei Schteh,ea, wobei » Casern Fall d,a arsla 
S il eus der aleKUonan^andan Palate B abi,da, wird and von a«r 
OTeiten hydrophlten polymeren Decksshiah. bedeckl 1st dia * TrSger der 
^Innanden B totem ponen,e u* das leich, suUimierenden Med*rs 

fungiert. 

,„ aiaar fOnftan Ausmhrungsfom, das arflndungsgamaHan Biosensers bestaht dia 
' nTaaNcb, eben* aas z*e, Sabfcbto, «cba, die erste SffcM 
. elenenieKenden Pdymerpaste geb»de. v*d and van e,ner zwada 
y dropbi,en polymeren DecKsahisn. bedee* 1st, d,e als Trager des M 
blllandan Med*. .angled. Die anaMerKennende B«a m panen,a « m 
d,eser Aasfflhmnasfam, in dar polymeran SuhuUsshish. (8) ktaM. 

Die analylerkennende Biakomponente kann soweh, dire*. Oder aberOber aine 
A lwBMn-WeahseWricung (s*he Abbl,dan 9 en 18 and 20, In der Rea—ob, 
ader aber in dar palymaran SchutzschicM (8) immobilisiert sen. 

Dle gegebenanfeils in der Readable* enthauende polyrnara DecKsar^b, 
" J* in, wesen«en aas einem Hydrate, aas P^lnyip^an (PVP . 

P^byienaxid (PEO). Star.ce ader Gelabne. welabes bevoaug. darab S,ab- ader 

Maskendruck aufgedruckt worden ist. 

Die vorliegende ErWung be* aaob ein Verfchren zur Bes^ung van 
Jalyrk—nen in wassbgen Lasangan unter Ven»endung der 
erfindungsgemafJen Einwegbiosensoren. 

Bai der Verwendung derjenigen AusfOhn.ngs.arm des Biasensars. bei der die 
Id<eZde Biokomponente ain Enzyn, , B. Glukoseoxidase, La— 
Tatlase, Peroxidase Oder Obcase is., wird *. noss,e Prabe zuna*s a , 
"1 Elaklradensystem des Biosensors gebraaht. Dar za bestimnrande Analyt, z. B. 
G din darob das ieweil^e Enzyn, wie dies Br den Pel, das «*» 

ZZZ in Gleinhur. m besabdeben is,, radazied. Daa radazieda Enzyn, 
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reduziert dann in einem weiteren Reaktionsschritt entsprechend der Gleichung (lib) 
den Mediator. Uber eine Potentiostateinheit, die ein geeignetes Melipotential vorgibt, 
wird dann der Mediator oxidiert und der dabei flieftende Strom, der proportional zur 
Analytkonzentration ist, bestimmt. 

5 

Wenn der erfindungsgemaBe Biosensor als enzymmarkierter Immunoassay, als 
DNA-Assay oder als Ligand-Assay eingesetzt wird, so wird auch in diesem Fall 
zunachst eine flussige Probe auf das Elektrodensystem des Biosensors gebracht. 
Das in der Probenflussigkeit enthaltende Antigen, das sequenzspezifische DNA- 

10 Molekul oder der Ligand binden dann an die in der Reaktionschicht oder der 
polymeren Schutzschicht (8) immobilisierte analyterkennende Biokomponente 
(Antikorper, DNA-Sonde oder Rezeptor). AnschliefJend wird die Sensoroberflache 
gewaschen und danach mit einer Losung bedeckt, die ein analytspezifisches Enzym- 
Konjugat enthalt, welches die sequenzspezifische ' DNA, das Antigen oder den 

15 . Liganden erkennt. Dieses Enzym-Konjugat bindet an den Analyten (Antikorper, DNA- 
Sonde oder Rezeptor) und die Menge des in der Reaktionschicht oder der polymeren 
Schutzschicht (8) gebundenem Enzym-Konjugates ist proportional zur Analytmenge 
in der zu Beginn aufgetragenen ProbenflQssigkeit. Nach erneutem grtindlichen 
Waschen der Oberfiache der Arbeitselektrode wird diese mit einer weiteren Losung 

20 enthaltend ein Substrat des Enzym-Konjugates beschichtet. Das Substrat wird vom 
Enzym umgesetzt und das reduzierte oder oxidierte Enzym reagiert dann 
entsprechend Gleichung lib) mit dem Mediator. Ober eine Potentiostateinheit, die ein 
geeignetes MelJpotential vorgibt, wird dann der dabei fiieliende Strom bestimmt. 

25 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung leicht sublimierender 
Verbindungen mit einem Dampfdruck von mindestens 1-10* 5 mmHg bel 25°C ais 
Elektronentransfermediatoren zur Oberfuhmng von Elektronen von einem Enzym zu 
einem elektronenleitenden Material, wobei sich diese Mediatoren in einer 
30 Reaktionsschicht befinden, welche durch eine polymere Schutzschicht (8) bedeckt. 
ist. Die polymere Schutzschicht (8) wirkt der Sublimation des Mediators entgegen, so 
dass sich die Langzeitstabilitat des Sensors erheblich verlangern lafit. Bei den zur 
Oberfuhrung von Elektronen von einem Enzym zu einem elektronenleitenden 
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Materia, bevorzug. vemendeten Me«oren hande,. as sich urn Utt sub«m,erende 
Verbindungen mit der Struktur (I), 



0) 




R 3 '% 4 



, *• p oetP Ri R 2 R 3 und R 4 gleich oder verschieden sein konnen und ein 
ln d er d. R ste R R ' ejnen c^-Aikylrest, oder einen 

Wasserstoffatom. einen CrCurAllcyiresi, oevui^ a Cr ,, wm7M 
Arvlres. darken. Bevorzugte zur 0be*hmng von BaKtronan von emem Ercym » 
eL ^uonamaitandan Matona, verwendete Madiatoran a,nd I P- 
, ZZm****- P-~d iami n oder N.N.N-.N-Ta^p- 
phenylendiamin. 

M vorfiegende Edindung betnm das waitaran die Venvendung des 
, aid ngsga^n Einwegbfcsensors zar Ba—g von Ana^o— an 

„ Korper- Oder Probanfloss^tan. Bei dan ma dan, emndungsgemaOen B,esensor 
a^eisbaren Anaiyten handea as s,h bevorzug, am G«osa. LaMat. Harnsau^ 

I^at Ethano,. Cho,es,ero, odar Wasserstonperoxid. Aacb saquanzspaz.scha 

Xtgrnen*. speztfsebe An«gene ode, aucb Randan k 0nnan ma bason a«n 
2S LfObrungsformen ~ emndur^emsoan Biosensors nachgaw,aaan werden. Be, 

* - - «*»— *— ' anaiysiert we rbers 

n ande,t as sich urn w^riga synthase Lbsangen, Nandosengen. oder abe, aacn 
urn Blut, Blutserum, Blutplasma oder um Urin. 
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Allgemeine Hinweise zur Charakterisieaing der Sensoren 

5 Das Redox-Verhalten des im Einwegbiosensor eingesetzten Mediators lafit sich 
anhand von zyklischen Voltammogrammen in einer gepufferten Losung (PBS, pH 
7,4, 154 mM CI') darstellen. Darin auftretende Peaks verdeutlichen die 
elektrochemische Oxidierbarkeit bzw. Reduzierbarkeit des Mediators. Die 
Peakpotentiale bestimmen das Arbeitspotential des Biosensors. Die Peakstrome sind 

10 ein Mali fur die oxidierte bzw. reduzierte Stoffmenge. Sinkende Peakstrfime nach 
langeren Lagerzeiten der Biosensoren deuten demnach auf den Verlust oder den 
Zerfall des Mediators hin. 

Zur Oberprufung der Stabilitat eines Mediators werden zyklische Voltammogramme 
15 in gepufferten wassrigen Losungen in regelmSliigen Zeitabstanden mit jeweils 
unbenutzten Biosensoren durchgefuhrt und die erhaltenen Peakstr&me verglichen. 

Sowohl zyklische Voltammogramme als auch amperometrische Messungen in 
analythaltigem Puffer zeigen die Fahigkeit des jeweiligen Mediators, das Enzym zu 

20 regenerieren und die Elektronen auf die Elektrode zu ubertragen. Dies auliert sich in 
beiden Experimentformen in einer Erhohung der Strome gegeniiber Messungen, die 
in analytfreiem Puffer durchgefOhrt werden. Mit Hilfe amperometrischer Messungen 
bei verschiedenen Analytkonzentrationen lalit sich die Sensitivitat der Biosensoren 
ermitteln. Diese ist definiert als der Anstieg des Stromes mit groBer werdender 

25 Konzentration. Sowohl die mit zunehmendem Sensoralter auftretende Anderung der 
Sensitivitat als auch die Anderung der Peakstrome im zyklischen Voltammogramm 
dienen der Charakterisierung der Langzeitstabilitat. 

30 A) m Biosensoren zur Bestimmunq von Glukosekonzentrationen in 
Probenflussiqkeiten 

Mit dem zuvor beschriebenen Sensoraufbau lassen sich unterschiedlich gestaltete 
ninkn.QAhioRPnfinmn hftrstellen. Die verschiedenen Modifikationen dieser 
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Glukosebiosensoren unterscheiden sich dabei unter anderem in der Wahl der 
Verbindung, die als Mediator eingesetzt wird, oder aber im Material der polymeren 
Schutzschicht. Als Enzym wird in den aufgefOhrten Beispielen 1-3 Glukoseoxidase 
(von Aspergillus niger) verwendet. Die schutzende und sensitivitatssteigernde 
5 Wirkung der polymeren Schutzschicht wird verdeutlicht, indem Medergebnisse von 
Biosensoren mit und ohne Schutzschicht einander gegenuber gestellt werden. 

Beispiel 1 

io Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 

Mediator: p-Aminodiphenylamin (ADPA) 

Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 

Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidon (PVP) 

Ausfuhrungsform Die Reaktionsschicht besteht aus einer einzelnen Sch.cht 
enthaltend ein elektronenleitendes Material, den Mediator und 

15 d ie analyterkennendeBiokomponente (Glukoseoxidase) 

Der Peakstrom (Oxidationsstrom) eines ADPA-modifizierten Biosensors ohne 
Schutzschicht betragt bei 200 n*' (v, Mg/AgCI) zu Beginn der Mefcreihe 216 nA 
20 (Abbildung 3). Durch die signalerhohende Wirkung einer PVP-Schutzschicht laBt sich 
der Peakstrom auf 2000 nA verstarken (Abbildung 4). Wahrend die ADPA- 
Biosensoren ohne Schutzschicht innerhalb von 54 Tagen 55% ihrer oxidierbaren 
ADPA-Menge verlieren, bleibt diese Menge bei Biosensoren mit PVP-Schutzschicht 
in diesem Zeitraum konstant. 

Die zyklische Voltammogramme in gepufferter Glukoseldsung (c Glukose =15 mM) 
zeigen dass ADPA als Mediator geeignet ist. Der Strom im Potentiation der 
Oxidation von ADPA steigt durch die Anwesenheit von Glukose bei Biosensoren 
ohne Schutzschicht auf 550 nA, bei Biosensoren mit Schutzschicht auf annahemd 
30 6000 nA. Wahrend die ADPA-Biosensoren ohne Schutzschicht innerhalb von 54 
Tagen deutliche Signalveriuste aufweisen (Abbildung 5). bleibt der Signalwert der 
PVP-bedeckten Biosensoren in diesem Zeitraum konstant (Abbildung 6): Eine 
deutiiche Verbesserung bewirkt die Verwendung der PVP-Schutzschicht in den 
ADPA-Biosensoren auch hinsichtlich der Sensitivitat der Sensoren. Anf,nn.ir.h 
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betragt die Sensitivitat der ungeschOtzten ADPA-Biosensoren 204 nA/mM (Abbildung 
7). Bei geschutzten Biosensoren liegt die Sensitivitat ahfanglich bei 325 nA/mM 
(Abbildung 8). Wahrend die PVP-Schutzschicht dafQr sorgt, dass diese Sensitivitat 
von 325 nA/mM auch nach 54 Tagen erhalten bleibt, sinkt sie bei den ungeschOtzten 
Biosensoren innerhalb von 54 Tagen bereits auf 136 nA/mM ab. Auffallig ist weiterhin 
die Veriangerung des linearen MeSbereichs des ADPA-Biosensors durch die PVP- 
Schutzschicht. Ohne diese Schutzschicht beobachtet man bei 4 mM Glukose bereits 
eintretende Sattigung des Sensorsignals, wohingegen bei geschotzten Biosensoren 
diese Konzentration noch im linearen Bereich des Biosensors erfaBt wird. 



Beispiel 2 

Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 

Mediator: N,N,N',N'-Tetramethyl-Phenylendiamin (TMPD) 

Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 

Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidon (PVP) 

Ausfuhrungsform Die Reaktionsschicht besteht aus einer einzelnen Schicht 
enthaltend ein elektronenleitendes Material, den Mediator und 
die analyterkennende Biokomponente (Glukoseoxidase) 

TMPD-modifizierte Biosensoren ohne Schutzschicht weisen zu Beginn der Melireihe 
im zyklischen Voltammogramm in glukosefreiem Puffer bei 100 mV einen 
Oxidationspeak mit einem Peakstrom von 90 nA (vs. Ag/AgCI) auf (Abbildung 9). 
Durch eine PVP-Schutzschicht lafit sich dieses Signal auf 850 nA verstarken 
(Abbildung 10). Innerhalb von 46 Tagen reduziert sich die oxidierbare TMPD-Menge 
der ungeschOtzten Biosensoren urn 57%. Bei TMPD-Biosensoren mit PVP- 
Schutzschicht hingegen bleibt der Oxidationsstrom und damit die oxidierbare TMPD- 
Menge in diesem Zeitraum nahezu konstant. 

TMPD zeigt in den zyklischen Voltammogrammen in gepufferter Glukoselosung 
(CGiukose=15 mM) die Verwendbarkeit als Mediator. Der Strom im Potentialbereich der 
Oxidation von TMPD liegt anfanglich bei Biosensoren ohne Schutzschicht bei 450 nA 
(Abbildung 11), bei Biosensoren mit Schutzschicht bei 3500 nA (Abbildung 12). 
Dieser Wert kann auch nur bei Biosensoren mit PVP-Schutzschicht nahezu konstant 
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geha, te „ werde, Ohne Sehutsebieh, sink, der ^ TJ? 

Tagen bis au, 160 nA ab. Die stablsierende und slgnalerhdnende Wring der PVP- 
ZL» wird auch be, der BeUacnn^ der S— deu,,icb. D,ese 
L, die PVP-Sehulzschinh, von 60 nA/mM (AbbWung 13, auf 34, nA/mM 

Us ,4, an and kann Ober 46 Tage au- diesem Nfceed — 
warden Wie berate beim ADPA-Biosensor za beobeohlen .St. verlangert d,e PVP 
ZLm auch bainr TMPD-Biosensor den lineeren Meabereich, se dass « 
Glukeaekonzentratien von 4 mM noah ertaM warden kann. 
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Reis piel 3 

Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 
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Mediator: 
Enzym: 
Schutzschicht: 
Ausfuhrungsform 



20 



25 



N,N,N',N'-TetramethyUPhenylendiamin (TMPD) 
Glukoseoxidase {Aspergillus niger) 
Starke 

Die Reaktionsacbicht besteht aus einer einzelnen Schicht 
enthaltend ein elektronenlaitendes Materiel, den Mediator and 
die analyterkennende Biokomponente (Glukoseoxidase) 

Sn TMPD-Biosensor m sioh auoh dumb eine Scholzsebieh, aua SBrtte 
!abi„sieren Die Signalintensita. Im zykiisehen Voilammogramn, ,n gepafferte 
Gluing s te ,g. daroh dlase Scbicb, au, 175 nA (Abbildung 15, an (im Verg,e,oh 
JL*m Abbildung 9, und blelb, Ober einen , «. 

Tagen nabezu konslant ,n elnergepuffemn Glukosalbsung (e^-15 mM)-* 
Jn im Zeftraam von 46 Tagen Oxida«onstr6me zwisehen 470 und 520 nA 
riUan, 16, im Ve.le te b zu 450 nA obne V^ l*-*** 
Lalerbebende WMung der SBrke is, soml, nicb, so ,n,ens K »e be, PVP e,ne 
slbtlarung «. slob mi, dieser SehuasabK* denr»eb err^cben. D,s w,rd aucb 
bai dan Sensilivitalsunlersuchungen deudlch (Abbildung ,7,. 
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B ) Biosensoren zur Bestimmuna der Konz entrationen von seauen7sp ft7ifkrhpn 

DNA-Einzelstranqfragmenten (Beispiel 4) oder vnn Antiaenan in 

ProbenflQssiakeiten (Beispiel 5) 

Mil dem zuvor beschriebenen Sensoraufbau lassen sich neben Analyten, die durch 
spezifische Enzyme umgesetzt werden, auch DNA-Einzelstrangfragmente oder aber 
auch Antigene in Proben- oder Korperflussigkeiten quantifizieren. 



Beispiel 4 

Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 

Mediator: p-Aminodiphenylamin (ADPA) 

Enzym: Peroxidase 

Biokomponente: biotinylierte einzelstrangige DNA 

Schutzschicht: Starke 

Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer einzelnen Schicht 
enthaltend ein elektronenleitendes Material, den Mediator und 
die analyterkennende Biokomponente (DNA-Sonde). 

Die biotinylierte sequenzspezifische DNA-Sonde liegt uber Avidin in der 
Reaktionsschicht immobilisiert vor (Abbildung 18). Die zu bestimmende Menge an 
komplementarem DNA-Strang ist mit Digoxigenin markiert. Nach Hybridisierung 
dieses komplementaren DNA-Stranges an den immobilisierten DNA-Einzelstrang 
erfolgt der Nachweis nach Zugabe eines Anti-Digoxigenin-Antik6rper-Konjugates 
(Enzym-Konjugat). Die Peroxidase katalysiert die Reduktion von Wasserstoffperoxid 
(Substrat des Enzym-Konjugates) zu Wasser, wodurch die Peroxidase oxidiert wird. 
Die Regeneration der Peroxidase erfolgt durch den Mediator ADPA, der oxidierte 
Mediator wird anschlieliend an der Arbeitselektrode bei einem Potential von -150 
mV (vs. Ag/AgCI) wieder reduziert. In der Abbildung 19 ist eine Kalibriergerade fur 
den Nachweis eines 20mer Oligonukleotids dargestellt. Die Nachweisgrenze liegt bei 
80 amol an DNA. 
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Beisoiel 5 
Elektrodenmaterial: 

Mediator: 
Enzym: 

Biokomponente: 

Schutzschicht: 

Ausfuhrungsform: 
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Kohlenstoff-Paste 
p-Aminodiphenylamin (ADPA) 

Peroxidase 
Fanger-Antikorper 

Stcirke 

Die Reaktionsschicht besteht aus eine einzelnen Schicht 
enthaltend ein elektronenleitendes Material, den Mediator und 
die analyterkennende Biokomponente (Fanger-Antik6rper). 



20 



Der Fanger-Antikorper iiegt entweder direkt immobiiisiert vor oder wird Ober zuvor 
immobilizes Avidin (Abb. 20) auf der OtaMch. fociert. Nach Anbindung des 
Anaiyten aus der zu untersuchenden Probe an den anaiytspezifischen Fanger- 
Antikarper erfo.gt der Nachweis naoh Zugabe eines zweiten «^P«^ 
AntikOrper-Peroxidase-Konjugates (Enzym-Konjugat). Die Peroxidase kata.ys.ert d,e 
Reduktion von H 2 0 2 zu H.O, wodurch die Peroxidase oxidiert wird. Die Regeneration 
der Peroxidase erfolgt durch den Mediator ADPA; der oxidierte Mediator w,rd an der 
Arbeitse.ektrode (bei E=-150 mV vs. Ag/AgCi) wieder reduziert. in der Abb.i ung 21 
ist am Beispiel des lnteneukin-4 eine Kaiibriergerade dargesteiit. D» 
Nachweisgrenze iiegt bei 200 amol an lnterleukin-4. 
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PATENTANSPROCHE 



Einwegbiosensor umfassend ein Tragermaterial (1), auf dem elektrische 
Leiterbahnen (2) sowie ein Elektroden system umfassend eine Gegenelektrode 
(6) und eine aus einer Reaktionsschicht gebildete Arbeitselektrode (5) 
aufgebracht sind, eine dielektrische Isolatorschicht (3), welche das 
Tragermaterial (1) sowie die elektrischen Leiterbahnen (2) bedeckt und 
Aussparungen fur die Kontaktieaing (4) einer Potentiostateinheit und fQr das 
Eiektrodensystem aufweist, sowie eine analyterkennende Biokomponente, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

- die Reaktionsschicht neben einem elektronenleitenden Material einen leicht 
sublimierenden Elektronentransfermediator enthalt und 

- das Eiektrodensystem von einer polymeren Schutzschicht (8) bedeckt ist. 

Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Elektronentransfermediator in der Reaktionsschicht eine Verbindung der Struktur 



in der die Reste R 1 , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschieden sein kflnnen und ein 
Wasserstoffatom, einen C r C 10 -Alkylrest, bevorzugt einen C-t-Cs-Alkylrest, oder 
einen Arylrest darstellen. 

Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Elektronentransfermediator in der. Reaktionsschicht entweder.p-Phenylendiamin, 
N,N,N',N'-Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD) oder p-Aminodiphenylamin 



(I) ist, 



(I) 
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Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Elektrodensystem zusatzlich eine Referenzelektrode (7) umfaftt. 

Einwegbiosensor gemaft Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Referenzelektrode (7) aus einer als wesentliche Bestandteile Silberpartikel, 
Silberchlorid und ein leicht Idsliches Chioridsalz enthaltenden Polymerpaste 
besteht. 

6 Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Tragermaterial (1) aus Polycarbonat, Polyvinylchlorid (PVC), 
Polyethylenterephtalat (PET), Poiypropylen. Polyester oder Polystyrol besteht. 

7 Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Leiterbahnen (2) aus einer als wesentliche Bestandteile Kohlenstoff-, S.lber-. 
Platin- oder Goldpartikel enthaltenden Polymerpaste bestehen. 

8 Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Herstellung der Reaktionsschicht eine Polymerpaste als elektronenleitendes 
Material verwendet worden ist, die als wesentliche Bestandteile Kohlenstoff-, 
Platin-, Palladium-, Rhodium- oder Goldpartikel enthalt. 

9 Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Gegenelektrode (6) aus einer als wesentliche Bestandteile Silberpart.kel. 
Silberchlorid und ein leicht losliches Silbersalz enthaltenden Polymerpaste 

25 besteht. 

10 Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
hydrophile, polymere Schutzschicht (8) im wesentlichen aus einem Hydrogel aus 
Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylenoxid (PEO), Starke oder Gelatine besteht. 

1 1 Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass Qber 
dem Elektrodensystem ein Kunststoffgewebe (9) lokalisiert ist, welches mit e.nem 
die polymere Schutzschicht (8) bedeckenden Tape (10) Qber den Elektroden 
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fixiert ist, wobei das Tape (10) eine Aussparung zur Aufnahme einer Flussigkeit 
aufweist. 

12. Einwegbiosensor gemali Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Kunststoffgewebe (9) aus einem Polyethylen-, Polypropylen- oder Polyamidnetz 
besteht. 

13. Einwegbiosensor gemali Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Tape 
(10) aus einer einseitig klebenden Polyester-, PVC- oder Papierklebefolie 
besteht. 

14. Einwegbiosensor gemali Anspruch 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
analyterkennende Biokomponente ein Enzym ist. 

15. Einwegbiosensor gemali Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Enzym eine Oxidoreduktase, eine Dehydrogenase, eine p-Galaktosidase oder 
eine alkalische Phosphatase ist. 

16. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 14 bis 1 5, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Enzym entweder Glukoseoxidase (GOD), Laktatoxidase (LOD), Uricase. 
Ascorbatoxidase, Ethanoloxidase, Cholesteroloxidase oder Peroxidase (POD) 
ist. 

17. Einwegbiosensor gemali Anspruch 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
analyterkennende Biokomponente ein DNA-Molekiil, ein Fanger-Antikerper oder 
ein Rezeptor ist. 

18. Einwegbiosensor gemali Anspruch 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Reaktionsschicht aus einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenleitende 
Polymerpaste, den leicht sublimierenden Mediator sowie die analyterkennende 
Biokomponente gebildet wird. 

19. Einwegbiosensor gemali Anspruch 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
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Polymerpaste und den leicht sublimierenden Mediator gebildet wird und dass die 
anaiyterkennende Biokomponente in der polymeren Schutzschicht (8) lokalisiert 



ist. 



20 Einwegbiosensor gemafJ Anspruch 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass d.e 
Reaktionsschicht aus zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht e.ne 
elektronenleitende Polymerpaste sowie einen leicht sublimierenden Med.ator 
enthalt und von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht bedeckt .st, 
die als Trager der analyterkennenden Biokomponente fungiert. 

21 Einwegbiosensor gemaft Anspruch 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Reaktionsschicht aus zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht aus der 
elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird und von einer zwerten, 
hydrophilen polymeren Deckschicht bedeckt ist, die als Trager der 
analyterkennenden Biokomponente und des leicht sublimierenden Mediators 
fungiert. 

22 Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Reaktionsschicht aus zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht aus der 
elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird und von einer zwerten. 
hydrophilen polymeren Deckschicht bedeckt ist, die als Trager des le.cht 
subiimierenden Mediators fungiert und dass die anaiyterkennende 
Biokomponente in der polymeren Schutzschicht (8) lokalisiert ist. 

23 Einwegbiosensor gemafi Anspruch 20 bis 22. dadurch gekennzeichnet, dass die 
hydrophile polymere Deckschicht im wesentlichen aus einem Hydrogel aus 
Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylenoxid (PEG), Starke oder Gelatine besteht. 

24 Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer flussigen Probe unter 
o ' verwendung des Biosensors gemafS Anspruch 14, dadurch gekennzeichne 

dass eine flussige Probe auf das Elektrodensystem des Biosensors gebracht 
wird und anschliefiend uber eine Potentiostateinheit, mit der ein defin.ertes 
MefSpotential vorgegeben wird, der zur Analytkonzentration proportionate Strom, 
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25. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer flussigen Probe unter 
Verwendung des Biosensors gemaft Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine flussige Probe, weiche eine sequenzspezifische DNA, ein Antigen Oder 
einen Liganden enthalt, auf das Elektrodensystem des Biosensors gebracht wird, 
danach der Sensor ^ mit einer Pufferiosung griindlich gewaschen wird, 
anschlieflend die Elektroden zunachst mit einer Losung enthaltend ein Enzym- 
Konjugat, welches die sequenzspezifische DNA, das Antigen oder den Liganden 
erkennt, und nach emeutem Waschen mit einer Losung enthaltend ein Substrat 
bedeckt werden und schlielilich uber eine Poteniiostateinheit, mit der ein 
definiertes Meftpotential vorgegeben wird, der zur DNA-Konzentration, zur 
Antigen-Konzentration oder zur Ligand-Konzentration proportionale Strom, 
welcher das Melisignal des Biosensors darstellt, bestimmt wird. 

26. Verwendung von leicht sublimierenden Verbindungen als 
Elektronentransfermediatoren eines elektrochemischen Sensors zur Oberfuhrung 
von Elektronen von einem Enzym zu einem elektronenleitenden Material, wobei 
sich die Verbindung in einer sogenannten Reaktionsschicht befindet. 

27. Verwendung von leicht sublimierenden Verbindungen als 
Elektronentransfermediatoren gemaft Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Verbindung eine Struktur gemafi der Formel (I) aufweist, 



(I) 




in der die Reste R 1 , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschieden sein konnen und ein 
Wasserstoffatom, einen C r Ci 0 -Alkylrest, bevorzugt einen C r C 5 -Alkylrest, oder 
einen Arylrest darstellen. 

28. Verwendung von leicht sublimierenden Verbindungen als 

clftWrnnantroncformQ/HiotArDn nom^R Ancnnirh 9fi unH 97 HaHnrrh 
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gekennzeichnet, dass es sich bei der Verbindung um p-Phenylendiamin, 
N,N,N-,N--Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD) oder p-Aminodiphenylamm 
(ADPA) handelt. 

29 Verwendung eines Einwegbiosensors gemaft 1 bis 23 zur Bestimmung von 
Analytkonzentration in einer synthetischen Losung, in einer Nahrlosung oder m 
einer KSrperflOssigkeit wie etwa Blut, Blutplasma. Blutserum oder Urin. 

30 Verwendung eines Einwegbiosensors gemali Anspruch 1 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, das der Analyt Glukose, Laktat, Harnsaure, Ascorbat, Ethanol, 
Cholesterol oder Wasserstoffperoxid ist. 
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Abbildung 3: CV der AD?A-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; cp-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 8. Tag ; c: 17. Tag ; d: 54. Tag 
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Abbildung 4: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzscbicbt, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 5: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht^ 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4; C(Giuko»): 15 mM, C(a->: 154 mM), v .= 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 6: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicht, 
gemessen anunterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; qdukosc): 15 mM, qcr): 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 7: Sensitivitat von ADPA-modifizierten Glukbscbiosensoren obne Schutzschicht 
in Abhiingigkeit des Sensoralters 




Abbildung 8: 



Sensitivitat von ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren 
Schutzschicht in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 9: CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; cjpr) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 10: CV der TMPD-modifiziertea Glukosebiosensoren mitPVP-Schutzschich^ 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag; d: 46. Tag 
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Abbildung ll:CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzscbicht, 
gemessen an unterschiedUchen Tagea, in gepufferter Glukoseiesung, 

(pH 7.4 ; ccc^o: 15 mM, <W 154 mM), v - 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 




AbbUdUngUrCVderTMPD-modifiziertenGlukosebiosen^^ 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; c (01utose) : 15 mM, W 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 13:Sensitivitat von TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht 
in Abhangigkeit des Sensoralters 




Abbildung 14:Sensitivitat von TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP- 
Schutzschicht in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 15:CV der TMPD-modifizierten GlukosebiosensorennutStarke-Schutzschicbt, 
gemessen an nnterscbiedlicben Tagen, in glnkosefreiem PBS-Pnffer, 
(pH 7.4 ; qa-) 154 mM), 7 = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 16:CV der TMPD-modifizierten Giukosebiosens>ren mit Starke-Schutzscbicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; ep** 15 «M. 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 17:Sensitivitat von TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit Starke- 
Schutzschicht in AbhSngigkeit des Sensoralters 




Abbildung 18: Immobilisierung der einzelstringigen DNA als analyterkennendes Element 
uber Avidin auf der Arbeitselektrode 
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Abbildung 19: Kalibriergerade eines 20mer Oligonukleotids 




Abbildung 20: tamobilisierung des FSnger-Antikorpers als analyterkennendes Element uber 
Avidin auf der Arbeitselektrode 
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Abbildung 21: Kalibriergerade von Interleukin-4 
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